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Medidas de Comparação
Definimos e aplicamos duas possı́veis medidas de comparação para
avaliar os ḿetodos de normalização propostos.

Proporç̃ao de spots concordantes

Dado um spot com os valores de intensidade(Ri, Gi) ou ainda
(Mi, Ai), e sua rećıproca com intensidades(R′i, G

′
i) ou (M ′

i, A
′
i),

definimos concord̂ancia da seguinte maneira:

(Mi, Ai) e (M ′
i, A

′
i) são concordantes⇔ Mi ·M ′

i < 0.

Medida de concord̂ancia por intersecção

Um outro crit́erio para comparação de normalizaç̃oes, tamb́em base-
ado na id́eia de concord̂ancia descrita acima, pode ser obtido através
de uma ḿetrica de unĩao/intersecç̃ao de conjuntos. Em [6], com a
intenç̃ao de obter uma medida de distância entre comunidades de
genes,́e descrita a seguinte métrica baseada na união/intersecç̃ao:

d(A, B) =
#{A ∩B}
#{A ∪B}

=

∑
i,j δαi,βj

n + m−
∑

i,j δαi,βj

ondeA é um conjunto de genes(α1, α2, . . . , αn), B é um outro
conjunto de genes(β1, β2, . . . , βm) e

δαi,βj
=

{
1 se αi = βj
0 caso contŕario.

Adaptamos então essa medida de distância para o problema da com-
paraç̃ao entre normalizaç̃oes. SejaC um conjunto de spots fixado.
DefinimosM como o subconjunto{ci} deC tal quemci < k, onde
mci é o valor do log da raz̃ao para o spotci em uma hibridizaç̃ao
fixada. De forma ańaloga, definimosM ′ como o subconjunto{ci}
deC tal quem′

ci
> −k, onde a hibridizaç̃ao usada como referência

deve ser arećıprocada hibridizaç̃ao utilizada para achar os spots de
M .

Seja ent̃ao dA(M, M ′) a dist̂ancia entreM e M ′, de acordo com
a métrica da unĩao/interseç̃ao, quando utilizamos o ḿetodo de nor-
malizaç̃aoA edB(M, M ′) a mesma medida para quando utilizamos
uma normalizaç̃aoB. Se

dA(M, M ′) > dB(M, M ′),

dizemos que o ḿetodo de normalizaçãoA est́a, sob o crit́erio da ḿe-
trica unĩao/intersecç̃ao, controlando melhor a variabilidade devidaà
técnica do que a normalizaçãoB.

Resultados

lâminas lowess splines lâminas lowess splines
rat86/88 15 39 rat86/88 0.01 0.21
rat85/89 20 38 rat85/89 0 0.20

Tabela 2: Proporç̃ao de Tabela 3: Medida de
spots concordantes concordância por

intersecç̃ao
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Normalizaç̃ao
Sobre os dados transformados para a escala M-A, são aplicadas as
técnicas de normalização, que buscam reduzir a variação da t́ecnica
e tornar as intensidades comparáveis entre hibridizaç̃oes diferentes.
Dado um array coms spots, toma-se a transformação:

Mk → Mk − C(Ak, Mk), k = 1, . . . , s

ondeC(Ak, Mk) é uma dada funç̃ao normalizadora adequada.

Figura 3: Diferentes normalizações comumente utilizadas

Normalizaç̃ao por smoothing splines

Figura 4: Normalizaç̃oes por smoothing splines

Auto-normalizaç̃ao

Figura 5: Auto-normalizaç̃ao
rat85+rat89: Grupo controle

rat86+rat88: Grupo sal

Introduç̃ao
Um experimento com microarrays de cDNA tı́pico envolve a hi-
bridizaç̃ao de duas amostras de mRNA, provenientes de um grupo
controle e de um grupo experimental, que são convertidas em cDNA
e marcadas com corantes fluorescentes. A partir dessas marcações,
são ent̃ao geradas leituras de intensidade para cada canal fluores-
cente, que fornecem informações sobre a expressão relativa dos ge-
nes inclusos na lâmina de microarray.

O objetivo desse tipo de estudo, em geral, consiste na identifica-
ção de genes diferentemente expressos entre os dois grupos. Essa
identificaç̃ao entretanto ñao pode ser realizada comparando-se di-
retamente os sinais de intensidades obtidos para cada gene. Isso
ocorre pelo fato de haver uma grande variabilidade da técnica, de-
vido a fatores como diferente peso atômico dos corantes fluorescen-
tes utilizados (acarretando uma maior taxa de fixação para um dos
corantes), variaç̃ao das taxas de hibridização devidoà localizaç̃ao
espacial dos spots na lâmina, eventuais falhas na hibridização, es-
touro das leituras de intensidade, entre outros.

Como uma forma de contornar esses problemas, foram desenvol-
vidas diversas técnicas de normalização ([2], [4], [5]), que obje-
tivam controlar as variaç̃oes sisteḿaticas entre os nı́veis de inten-
sidade medidos em uma co-hibridização, de forma que a variação
biológicase sobressaiàa variaç̃ao datécnicae os genes diferente-
mente expressos possam ser identificados.

Dados
O conjunto de dados utilizado nas análisesé proveniente de um ex-
perimento realizado no Laboratório de Cardiologia Molecular do
Instituto do Coraç̃ao (InCor-USP) com ratos congênicos no qual o
fenótipo de interessée a hipertens̃ao. Foram utilizadas lâminas de
vidro com superf́ıcie de polylisina, com 26912 spots cada (cada spot
pode conter uma seqüência de cDNA que pode corresponder a um
gene, ESTs ou seqüencias de controle).

Para cada spot de cada hibridização h́a leituras de intensidade para
dois canais, o verde (G/green) e o vermelho (R/red). Há portanto
um conjunto de 26912 pares de leituras de intensidade(r, g).

Nesse estudo, o interesse está focado na identificação da variabi-
lidade bioĺogica devida a fatores genéticos, pois os animais foram
obtidos atrav́es de cruzamentos de linhagens congênicas em labo-
ratório, de forma que outros fatores que poderiam ter influência fo-
ram controlados.

Figura 1: Localizaç̃ao de um spot numa lâmina de microarrays
fictı́cia

Hibridizaç̃ao Cy3 Cy5
rat85 2c-controle SHR-controle
rat89 SHR-controle 2c-controle
rat88 2c-sal SHR-sal
rat86 SHR-sal 2c-sal

Tabela 1: Delineamento Experimental

Gráfico MA
Os dados de intensidade de fluorescência s̃ao tradicionalmente ana-
lisados utilizando-se uma transformação dos dados iniciais. Toma-
seM = log2 R/G eA = log2

√
RG, dando origem ao MAPlot, que

é o diagrama de dispersão deM porA. Esse gŕafico nada maiśe do
que um tipo de gŕafico de ḿedia por desvio-padrão, apropriado em
geral para identificaç̃ao espacial de pontos observados.

Figura 2: MAPlot para l̂amina rat85

Resumo
Estudos em geńetica envolvendo experimentos com microarrays permitem a quantificação e a comparação simult̂anea dos ńıveis de expressão de genes em uma larga escala. A técnica empregada nesses estudos entretanto possui uma

variabilidade considerável [1], fazendo-se necessário um ajuste preliminar dos dados antes que possa ser analisada a variabilidade biológica, na qual geralmente nosso interesse está focado. A esse ajuste preliminar dos dados antes da análise
inferencial se d́a o nome denormalizaç̃ao [2].

Nesse trabalho introduzimos os principais modelos de normalizações ([3],[4]) dispońıveis na literatura, estudando suas propriedades e comparando seus resultados.
A maioria desses ḿetodos de normalização se baseia em ḿetodos de alisamento do gráfico MA das intensidades de uma dada lâmina de microarray, para obtenção das constantes de correção. O ḿetodo mais consagrado na literaturaé o

uso de regressão robusta local,lowess, que apresenta bons resultados na correção da variabilidade da técnica.
Depois de estudar os métodos dispońıveis na literatura, propomos também um novo ḿetodo de normalização utilizandosmoothing splines, e comparamos seu desempenho com os métodos at́e ent̃ao dispońıveis. Os resultados mostram que

a maior adaptatividade da regressão por splines consegue melhores normalizações, controlando melhor a variabilidade devidaà t́ecnica.
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